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論文内容要旨
 Rh-Hr式血液型はABO式血液型と同様に臨床的に重要な血液型であるにもかかわらず,
 型抗原の本質は明らかにされていない。近年赤血球膜の可溶化について見るべき進歩があり,膜
 タンパクは多くのcomponelltsに分離されているが,これらとRh-Hr型活性の関連についても
 明らかにされていない。本研究では赤血球膜におけるRh。(D)抗原の局在及び型活性に対する
 酵素処理等の影響について述べる。
 型活性検出は,1:400～1:800に倍数希釈した抗D血清(OrthoCo.)と・{パイン処理D型
 血球を用い,V型マイク日夕イター板による凝集阻止試験によった。
 膜可溶化剤の検討では,EDTA抽出により活性が抽出されないことから,型物質が膜表在性
 のタンパクでないことが示唆された。Brij-35,TritonX-100などの非イオン性のdeter-
 gentにより型活性が効率よく抽出されたが,ラウ・リル硫酸ナトリウム(SDS)抽出では活性は
 ほとんど消失した。しかし,SDS抽出標品に還元剤(0.1～0.3%2一メチルカプトエタノール等)
 を加えると,.型活性が明瞭に復元した。この現象は,D陰性血球由来標品でも軽度に認められる
 ことから,還元剤添加時の復元活性の型特異性について考察を行なった。
 SDS処理基質から,Sepharose4B,Sepharose6B,活性化thiolSepharose4Bの各
 クロマトグラフィーによって,D型活性がBand3に相当するPAS陰性分画に局在することを
 明らかにした。また,このBand3を吸着させた赤血球によるpassiveagglutinationによって,
 還元剤添加なしにD型活性を検出することができた。D以外のRh-Hr型活性もこの分画に認め
 られた。
 SDSより緩和なdetergentであるdeoxycholicacid(DOC)で可溶化した基質について,
 ゲル濾過,活性化thiolSepharose4Bクロマトグラフィー等により単離したBahd3に型活性
 が確認された。本法で単離されたD型活性は,還元剤添加なしに検出可能であり,D陰性血球由
 来の標品には型活性は全く認められなかった。
 DOC処理基質のBand3は,抗DIgGと0.2%DOCを含んだ溶液中で安定なimmunecom-
 plexを形成した。このcomplexは,Band3以外の膜component,およびD陰性血球由来の
 Band3からは形成されなかった。また,このcomplexはパパイン処理D型血球と反応し,抗体
 価は2mg/濯で1:64であった。complexの分子量は50万～70万であり,これはBand3と抗
 Dとのincubation時間の増加とともにさらに増大した。complexと抗Band3血清とをcoun-
 ter免疫電気泳動で反応させると1本のバンドを呈し,二次元免疫電気泳動では1つのピークを形
 成した。抗ヒト血清との免疫電気泳動では,complexは7一グロブリン領域に1本の沈降線を形
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 成した。SDS一ポリアクリルアミドディ'スク泳動(SDSrPGE)では,complexはlgGのフ
 ラグメントとBand3のbandを形成し,いずれもPAS染色陰性であった。
 赤血球の抗Dに対する被凝集性は,complexはr一グロブリン領域に1本の沈降線を形成し
 た。SDS一ポリアクリルアミドディスク泳動(SDS-PGE)では,complexはIgGのフラグ
 メントとBand3のbandを形成し,いずれもPAS染色陰性であった。
 赤血球の抗Dに対する被凝集性は,bromelain,chゴmotrypsin,ficin,papain,やtrypsin
 などのタンパク分解酵素処理により著しく上昇し,D抗原に変化が生じるとは考え難い。しかし,
 正常赤血球の膜基質をこれらの酵素で処理すると,Rh-Hr活性は速やかに失活し,赤血球の場
 合と異なった成績となった。同様なことが,可溶化赤血球膜を酵素処理した場合にも認められた。
 これらの酵素処理標品をSDS-PGEで分析すると,無処理標品と異なった泳動像を呈し,特
 にbromelain,pronase処理標品では顕著であった。neuraminidaseやphospholipase処理等
 では全く失活しなかった。
 近年,D陰性赤血球膜の内側にD抗原が存在する報告があるが,本研究ではD陰性赤血球膜に
 はD抗原は全く認められなかった。
 以上の成績から,Rh-Hr抗原は赤血球膜のPAS陰性Band3タンパクにのみ存在し,タンパ
 ク分解酵素処理に対して,非常に不安定であることが明らかになった。
、
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 審査結果の要旨
 Rh-Hr式血液型はABO式血液型と同様に臨床的に重要な血液型であるにもかかわらず,型抗
 原の本態は明らかにされていない。近年赤血球膜の可溶化が進み,膜夕γパクは多くのcompo-
 nentsに分離されている。申請者は生化学的手法を用い赤血球膜におけるRho(D)抗原の局在お
 よび型活性に対する酵素処理の影響などについて検討を行なった。
 第1報における型抗原の単離では,Brij-35,TritonX-100などの非イオン性detergent
 により型活性が効率よく抽出されることを明らかにした。SDS抽出では型活性はほとんど消失
 した。しかし,SDS抽出標品に還元剤を加えると型活性が復元した。この現象は,D陰性血球
 由来標品でも軽度に見られることから,還元剤添加時の型特異性について考察を行なった。SDS
 処理基質から,Sepharose'4B,Sepharose6B,活性化thio1-Sepharose4Bの各クロマト
 グラフィーによって,D型活性がBand3に相当するPAS陰性分画に局在することを明らかに
 した。SDSより緩和なdeoxycholicacidで可溶化した基質について,ゲル濾過,affinltyクロ
 マトグラフィーなどにより単離したBand3には還元剤を用いないでも型活性が確認された。他
 のRh-Hr型活性もこの分画に検出された。
 第2報では,Band3と抗DlgGとのimmunecomplexについて種々の免疫学的な検討をし
 ている。このcomplexはBand3以外の膜成分おタびD陰性血球由来のBand3からは調製され
 ていない。complexの分子量は50-70万であり,Band3と抗Dとのincubation時間の増加
 とともに増大した。complexのSDS一ポリアクリルアミドディスク電気泳動で1gGのフラグメン
 トとBand3のバンドを呈し,いずれもPAS陰性であった。
 第3報では,タンパク消化酵素処理赤血球の抗Dに対する被凝集性を検討している。血球を各
 種タンパク消化酵素で処理すると被凝集性は上昇した。しかし,赤血球膜基質をこれらの酵素で
 処理した時,またはdetergentで可溶化した赤血球膜を酵素処理した時,Rh-Hr活性は速やか
 に失活した。それに各標品のSDSポリアクリルアミド電気泳動像にも著しい差が認められ,各種
 タンパク消化酵素の作用について検討した。
 以上のごとく,Rh-Hr抗原は赤血球膜のPAS陰性Band3にのみ存在しすることを型活性を
 ともなった状態で明らかにし,またタンパク消化酵素処理にのみ著しく不安定であることを明ら
 かにした。
 本研究は血液型学・法医血清学の進歩に寄与するものと認められ,学位授与に値するものと判
 定した。
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